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Precision-cut tissue slices (PCTS), dunne weefselplakjes met een reproduceerbare 
dikte, winnen steeds meer terrein als in vitro techniek waarmee gedurende het proces van 
‘drug discovery and development’ (geneesmiddelontwikkeling) het metabolisme en de 
toxiciteit van nieuw te ontwikkelen geneesmiddelen kunnen worden bestudeerd. Het 
gebruik van PCTS wordt echter bemoeilijkt door het feit dat ze niet commercieel 
verkrijgbaar zijn, zoals geïsoleerde hepatocyten. Eén van de redenen hiervoor is dat het nog 
niet mogelijk is deze slices te cryopreserveren zonder dat weefselschade ontstaat.  
Diverse cryopreservatiemethoden zijn gebruikt voor weefselslices, maar geen van allen 
bleek tot nu toe voldoende effectief. Om de vorming van ijskristallen in weefsel te 
voorkomen wordt vitrificatie als techniek beschouwd als een goed uitgangspunt. Door 
middel van vitrificatie wordt biologische weefsel tijdens het afkoelen tot zeer lage 
temperaturen “verglaasd”, dat wil zeggen dat de vloeibare componenten van het weefsel 
een zodanig hoge viscositeit krijgen dat er (ogenschijnlijk) een vaste stof uit ontstaat. 
Hiermee wordt voorkomen dat schadelijke ijskristallen in en rond de cellen ontstaan. Om 
vitrificatie te bewerkstelligen moeten weefsels worden geïmpregneerd met hoge 
concentraties cryoprotectantia (oplosmiddelen zoals DMSO, formamide of glycerol). Met 
behulp van vitrificatie als techniek is al een intacte nier van een konijn gecryopreserveerd, 
waarna het met succes kon worden getransplanteerd. 
Het onderzoek beschreven in dit proefschrift had als doel een beter begrip te verkrijgen 
van de kritieke stappen in het vitrificatie proces van weefsel slices, om uiteindelijk met op 
deze manier gecryopreserveerde slices van organen van laboratorium dieren, maar ook van 
menselijke afkomst, een weefselslice bank te kunnen opbouwen. Verwacht wordt, dat het 
bestaan van een dergelijke weefselslicebank het gebruik van PCTS van menselijke afkomst 
voor onderzoek zal vergemakkelijken en het gebruik van proefdieren zal terugdringen.  
Hoewel vitrificatie in potentie schade door vorming van ijskristallen in weefsels tijdens 
cryopreservatie kan voorkomen, moet nog een groot aantal obstakels worden weggenomen 
die het succes van dergelijke methoden in de weg staan. Vooral osmotische en chemische 
toxiciteit van cryoprotectantia, devitrificatie tijdens het opwarmen van het weefsel, 
breukvorming in verglaasde weefsels en schade in het weefsel door het koelen zelf, los van 
ijskristalformatie, kunnen zorgen voor vitaliteitsverlies van gecryopreserveerd weefsel. Een 
groot deel van het onderzoek in dit proefschrift was erop gericht om deze processen te 
bestuderen en schade hierdoor te beperken. Speciale aandacht ging hierbij uit naar de niet-
parenchymale cellen in de lever (Kupffercellen, endotheelcellen en stellaatcellen), omdat de 
heterogeniteit van celpopulaties wordt beschouwd als een van de belangrijkste unieke 
eigenschappen van weefselslices in toxiciteitsonderzoek.  
In dit hoofdstuk worden de meest belangrijke resultaten en conclusies van het 
onderzoek beschreven, bediscussieerd en samengevat. Daarnaast worden de 






In hoofdstuk 3 is het effect van osmotische stress op de vitaliteit van rattenleverslices 
(PCLS) op systematische wijze bestudeerd. Osmotische stress wordt veroorzaakt door het 
verschil in osmolariteit tussen de cryoprotectantia-bevattende vloeistof buiten de slices en 
de vloeistof in de (lever)cellen, waardoor cellen geneigd zijn te krimpen tijdens het 
impregneren met cryoprotectantia en te zwellen tijdens het uitwassen ervan. Osmotische 
stress kan worden verminderd door de concentratie van de cryoprotectantia langzaam op te 
voeren (tijdens het impregneren van de PCTS) en te verminderen (tijdens het uitwassen van 
de cryoptotectantia). Hiervoor werd een apparaat ontwikkeld waarmee cryoprotectantia 
geleidelijk konden worden toegevoegd aan en verwijderd uit de leverslices, zodat abrupte 
veranderingen in de concentratie van de cryoprotectantia in het weefsel konden worden 
vermeden. Het apparaat was zo ontworpen, dat de cryoprotectantia direct tijdens infusie 
vermengd werden met de inhoud van de kamer waarin de slices waren geplaatst. Zo werd 
de concentratie van de cryoprotectantia nauwlettend gecontroleerd. Het effect van 
verschillende concentratieveranderingen kon zo worden onderzocht. Een verassende 
uitkomst van dit onderzoek was dat wisselingen in de snelheid van de 
concentratieveranderingen weinig effect hadden op de vitaliteit van de PCLS, zolang de 
duur van de laatste stap, waarbij 100% cryoprotectant werkoplossing (nodig om te 
vitrificeren) werd gebruikt, gelijk werd gehouden. Verschillende commercieel verkrijgbare 
cryoprotectantia (VMP, VM3, M22 en mM22) werden gebruikt, en elk van deze 
oplossingen verminderde de vitaliteit van de slices tot 60% van de controle waarden. Dit 
wijst erop dat leverslices weinig gevoelig zijn voor osmotische stress, maar dat de 
chemische toxiciteit van de cryoprotectantia nog steeds een belangrijke barrière vormt voor 
het succesvol cryopreserveren van PCTS.  
Hoofdstuk 4 beschrijft het onderzoek naar het effect van hypotherme perfusie 
(perfusie bij 40C) van de lever met Transsend W op de vitaliteit van PCLS. Deze oplossing 
was eerder ontwikkeld met als doel om de conditie van weefsels voorafgaand aan het 
cryopreservatie proces te verbeteren. Er werd verondersteld dat Transsend W perfusie het 
weefsel weerbaarder zou kunnen maken tegen schade veroorzaakt door chemische toxiciteit 
door cryoprotectantia en vitrificatie. Dit onderzoek wees uit dat hypotherme perfusie met 
Transsend W de vitaliteit van leverslices die behandeld waren met cryoprotectantia 
inderdaad verbeterde, wat bleek uit verhoogde cellulaire ATP en LDH niveaus. Een 
belangrijke uitkomst van dit onderzoek was dat ook de niet-parenchymale levercellen na 
hypotherme leverperfusie met Transsend W beter beschermd bleken tegen toxiciteit van 
cryoprotectantia. Dit werd zichtbaar gemaakt met behulp van immunohistochemische 
kleuringen waarmee cel-specifieke markers van deze cellen zichtbaar waren gemaakt. Het 
effect van Transsend W perfusie verschilde echter tussen de verschillende gebruikte 
cryoprotectantia en was op niet alle onderzochte levercel types even groot. Ook de 
parenchymale cellen (de hepatocyten) in de PCLS waren door Transsend W perfusie beter 
bestand tegen de toxiciteit van de cryoprotectantia. Dit bleek uit verhoogde 
biotransformatie (metabolisme) van de modelstof 7-ethoxycoumarine. Verder leek 




IL6, MHC-II, iNOS en eNOS) in de met cryoprotectantia behandelde PCLS te 
verminderen. Verder onderzoek is noodzakelijk om de waargenomen effecten te relateren 
aan de samenstelling van Transsend W. 
Hoofdstuk 5 beschrijft het onderzoek naar veranderingen in gen expressie die 
veroorzaakt worden door het afkoelen van biologisch weefsel tot -150C. Doordat in deze 
experimenten cryoprotectantia werden gebruikt die vrijwel niet toxisch waren voor de 
PCLS, en doordat tot temperaturen werd afgekoeld waarbij met deze cryoprotectantia geen 
ijskristallen konden ontstaan in de PCLS, waren we in staat alleen de effecten van het 
afkoelen op zich op de slices te bestuderen. Om de expressie van vele genen tegelijk te 
bestuderen werd gebruik gemaakt van Affymetric micro-arrays. Vervolgens werd 
doormiddel van “pathway analysis” uitgezocht welke cellulaire processen beïnvloed waren 
door het afkoelen van het weefsel. Het bleek dat het afkoelen reacties van het (lokale) 
immuun systeem had veroorzaakt, dat cellulaire verdedigingsmechanismen waren 
ingeschakeld en dat de cellulaire cyclus (in de G1/S overgang) was verstoord. Ook bleek 
dat de MAP kinase pathway was ingeschakeld. Verhoogde expressie van ddit3 (DNA-
damage-inducible-3) en ATF4 gaf aan dat stress in het endoplasmatisch reticulum was 
veroorzaakt in de slices. Een belangrijke observatie was dat afkoelen de expressie van 
enzymen die nodig zijn voor cholesterol synthese verlaagde evenals de vetzuuroxidatie en 
biosynthese van onverzadigde vetzuren.  Bij elkaar genomen wijzen de waargenomen 
inductie van heat-shock proteïnen, de op-regulatie van door DNA schade induceerbare 
genen, verhoogde eiwitsynthese en veranderingen aan vetzuur en cholesterol samenstelling, 
op schade aan het celmembraan en eiwitdenaturatie. Deze resultaten werpen nieuw licht op 
het mechanisme van celbeschadiging door het afkoelen van weefsels naar temperaturen 
onder 0 0C. 
Hoofdstuk 6 beschrijft het onderzoek naar het effect van een van de cryoprotectantia 
(polyvinylpyrrolidon, PVP), die niet in de cellen kan doordringen, op de vitaliteit van PCLS 
voor en na vitrificatie. Speciale aandacht werd besteed aan de vitaliteit van de verschillende 
types levercellen. Hiervoor werden zes verschillende mengsels met cryoprotectantia 
vergeleken, 2 die PVP bevatten (M22, Sol ZP), twee waarin PVP was vervangen door 
sucrose (CPR, Sol Z) en twee zonder PVP of sucrose (CPR-S, Sol Y). M22, CPR en CPR-s 
bevatten hiernaast N-methylformamide (NMF). De cryoprotectans mengsels M22, CPR en 
CPR-S waren in staat ijskristal vorming in de PCLS te voorkomen, naar bleek uit metingen 
met een Differential Scanning Calorimeter. Dit wijst erop dat het weglaten van PVP uit de 
mengsels vitrificatie niet verhinderde bij de gebruikte afkoel- en opwarmsnelheden. 
Cellulaire ATP niveaus bleken lager te zijn na het gebruik van M22 dan van CPR, wat erop 
wijst dat cellulaire vitaliteit beter gepreserveerd werd als PVP werd vervangen door sucrose 
in de cryoprotectantia. Aan de andere kant bleek de vitaliteit van PLCS die behandeld 
waren met sol ZP niet te verschillen van de niet-behandelde controle, ondanks het feit dat 
ook in dit mengsel PVP aanwezig was. Mogelijk is PVP niet toxisch in afwezigheid van 
NMF. Hieruit blijkt dat niet-permeabele cryoprotectantia zoals PVP, hoewel de 





zichzelf niet toxisch zouden zijn, toch invloed kunnen hebben op de toxiciteit van de 
complete cryoprotectans mengsels. 
In hoofdstuk 4 en 6 bleek uit histomorfologisch onderzoek van de PCLS dat 
behandeling met cryoprotectantia slechts een geringe invloed heeft op de vitaliteit van de 
hepatocyten. Niet-parenchymale cellen bleken echter veel gevoeliger. Het vervangen of 
weglaten van PVP uit de cryoprotectans mengsels verbeterde de vitaliteit van deze cellen 
niet. Deze resultaten onderstrepen wel het belang van het karakteriseren van de vitaliteit en 
functionaliteit van verschillende celtypes als slices van een heterogeen orgaan zoals de 
lever worden gecryopreserveerd. 
Samengevat beschrijft dit proefschrift onderzoek aan de gehele procedure van op 
vitrificatie gebaseerde cryopreservatiemethoden voor PCTS. Het effect van verschillende 
variaties op deze procedure zoals de voorbehandeling van de lever met perfusievloeistof, 
impregnatie en wegwassen van cryoprotectantia en de samenstelling van cryoprotectans 
mengsels op de vitaliteit en functionaliteit van verschillende leverceltypes in PCLS werd 
onderzocht. Bovendien is het mechanisme onderzocht van beschadiging van leverweefsel 
door het afkoelen naar temperaturen tot -150C. Bevindingen beschreven in deze thesis 
zullen bijdragen aan het verbeteren van de cryopreservatietechnieken voor PCTS van 
dierlijke en humane oorsprong. 
 
 
 
 



 
